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【要旨】 
 
カルバペネム耐性腸内細菌科細菌（carbapenem-resistant enterobacteriae; CRE）
は、米国疾病対策予防センター（CDC）が「悪魔の耐性菌」として警告を発し、
「最後の手段」と位置づけられているカルバペネム系抗菌薬を分解、不活化す
る「カルバペネマーゼ」を産生する菌種である。菌血症や敗血症に至った症例
の約 40％が死亡するという報告もあり、2000年以降、WHOや CDC は世界規模
での広がりを警戒している。本邦においても、カルバペネム耐性腸内細菌科細
菌（CRE）によるアウトブレイクの報告や本菌の検出増加の報告がなされてき
ている。 
なかでも大腸菌は、尿路感染症を始め各種感染症の原因菌として分離される
菌であり、また本邦ではその多くが基質特性拡張型 β-ラクタマーゼ
（extended-spectrum β-lactamase; ESBL）を同時に産生する多剤耐性菌であるため、
臨床上問題となっている。そこで、本邦で分離されたカルバペネム耐性の大腸
菌について、耐性機序および伝播状況を調査することを目的とし研究を行った。 
2014 年 9 月から 2015 年 7 月までに全国から収集され、CRE と判定された大
腸菌 129株を使用した。minimum inhibitory concentration（MIC）測定、PCR 法に
よる耐性遺伝子解析、シークエンスによる型別、PCR-based ORF Typing法（POT
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法）による流行クローンの特定と伝播状況の解析を行った。 
CREと判定された 129株のうち、カルバペネマーゼ産生腸内細菌科細菌（CPE）
は 116 株（89.9%）であった。116 株をシークエンスにて解析した結果 IMP-6 が
110 株（85.3%）であり、IMP-1 が 3 株（2.3%）、IMP 新規亜型である IMP-63 が
2株（1.6%）、IMP-11 が 1株（0.8%）であった。IMP-6と確認された 110 株は 87
株（79.1%）が同時に CTX-M-2 産生株であった。また、今まで報告されてきた、
CTX-M-2 同時産生株の他に、CTX-M-35 同時産生株が 8 株、CTX-M-2 と
CTX-M-15 同時産生株が 10 株検出された。これらの組み合わせの株では、
ceftazidime （CAZ）の最小発育阻止濃度（MIC）が CTX-M-2同時産生株より高
い値であった。 
IMP-6産生株は、imipenem（IPM） に対し 99.1%感性であり、また meropenem 
（MEPM）に対しても 77.3%と高い感性率であった。また、アミノグリコシド系
薬である amikacin （AMK）に対しても 99.5％と高い感性率を有していたが、フ
ルオロキノロン系薬である levofloxacin （LVFX）に対しては 95.5％、セフェム
系抗生物質の ceftazidime （CAZ）に対しては 99.1%が耐性を示していた。 
材料別では、泌尿器検体からの検出が 60 株（54.5％）と最も多く、次いで呼
吸器検体 28株（25.5％）、便検体 10株（9.1％）であった。血液検体から 4株（3.6％）、
IVHカテーテルから 2 株（1.8％）、膿検体から 6株（5.5％）が検出されており、
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敗血症および菌血症の起炎菌になっている可能性が危惧された。 
POT 法による解析を 129 株において実施した結果、相同性は低い結果であり
同一クローン株の伝播ではなく、菌種を超えての伝達性 R-plasmid による耐性遺
伝子の拡散が示唆された。また、101 株（78.3%）が世界的流行クローン ST131
であった。検出された地域は、大阪府 68 株 25 施設（61.8％）と愛知県 16 株 4
施設（14.5％）で半数以上を占め、地域差があることが明らかとなった。 
本研究において、本邦で分離された IMP-6 産生大腸菌は、同時に ESBL 産生
が大多数であり、またフルオロキノロンにも耐性の多剤耐性菌が多くを占め、
感染症発症時の予後に影響があることが危惧される。 
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抗菌薬略語表 
PIPC : piperacillin   
TAZ/PIP : tazobactam/piperacillin   
CMZ : cefmetazole 
CTX : cefotaxime  
CTX/CVA : cefotaxime/clavulanic acid  
CAZ : ceftazidime  
CFPM : cefepime  
AZT : aztreonam 
IPM : imipenem  
MEPM : meropenem  
LVFX : levofloxacin  
AMK : amikacin  
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【背景】 
カルバペネム系薬は、imipenem/cilastatin（IPM/CS）が 1987年に本邦で承認
され、続いて 1993年に panipenem/betamipron（PAPM/BP）、1995年に meropenem
（MEPM）がそれぞれ承認され、さらに 2002 年に biapenem（BIPM）、2005 に
doripenem（DRPM）が続いて承認された(1)。これらカルバペネム系薬は、グラ
ム陰性菌感染症に対し広い抗菌スペクトラムを有し、またグラム陰性菌の産生
する β-ラクタマーゼにも安定であり、細胞外膜の浸透性が高く、臨床の現場に
おいて非常に使用頻度の多い薬剤である(2)。また、重症感染症や易感染性患者
に対して切り札的に使用される有用な薬剤である。 
近年、このカルバペネム系薬に耐性を獲得した腸内細菌科に属する細菌であ
るカルバペネム耐性腸内細菌科細菌（carbapenem-resistant enterobacteriaceae; CRE）
特に、カルバペネマーゼ産生腸内細菌科細菌（ carbapenemase-producing 
enterobacteriaceae; CPE）が全世界的に問題視されてきている。CPE が問題視され
る細菌学的、臨床微生物学的な理由として、①カルバペネムを分解する酵素（カ
ルバペネマーゼ）の種類が多様であり、分解する基質が異なるという特徴もあ
るためカルバペネマーゼと一括して理解・把握することが困難である。②検出
されるカルバペネマーゼが国や地域により大きく異なっている、③それぞれの
カルバペネマーゼの検出法が異なるため細菌検査室での検査が複雑である。④
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IMP-6産生株のように、日常検査で必ずしも耐性と判定されない株がある。⑤カ
ルバペネマーゼの遺伝子が伝達性プラスミドにより媒介されており、アウトブ
レイク発生時には複数の菌種に及ぶこともあり、感染源や感染経路の特定が困
難である (3)、などがあげられる。 
本邦においても、CRE によるアウトブレイクの発生が多数報告されており
(4)(5)、その状況を受け 2014 年 9 月 19 日に感染症法施行規則（省令）が改正さ
れ「カルバペネム耐性腸内細菌科細菌感染症」が全数報告症例に指定された。
したがって現在、全国全ての医療機関で該当する感染症の患者を診断した場合
には、保健所に届け出ることが義務となっている(6)。 
腸内細菌科細菌におけるカルバペネム系薬を含む β-ラクタム系薬の耐性機
序は、1) β-ラクタマーゼによる β-ラクタム薬の不活化、2) 外膜に存在するポー
リン孔の狭小化または消失による外膜浸透性の低下、3) 排出ポンプによる β-ラ
クタム薬の排出 (7)、と 3 つに分類される。現在、本邦で問題となりつつある
CPE は、1）の β-ラクタマーゼのひとつであるカルバペネマーゼ産生による耐性
である。 
カルバペネマーゼは、Ambler の分類で 3 つのクラスに認められ(8)、国や地
域により分布が大きく異なっている。米国および欧州では、クラス A 型カルバ
ペネマーゼである KPC が広がりを見せており、ギリシャやヨーロッパなどでは
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クラス D 型カルバペネマーゼの OXA-48 や OXA-181 が検出されている。一方、
クラス B 型カルバペネマーゼに属する メタロ -β- ラクタマーゼ
（metallo-β-lactamase; MBL）には IMP 型、NDM 型、VIM 型などがあり、本邦で
は IMP 型が優位である(7)。 (Fig.1)。 
本邦で優位に検出される IMP 型メタロ-β-ラクタマーゼは、カルバペネム系
薬だけでなく、ペニシリン系薬やセフェム系薬をも分解することができ、さら
にクラブラン酸やスルバクタムなどの β-ラクタマーゼ阻害薬が機能しないため、
感染症治療において脅威となる酵素である(9)。さらに、本酵素産生菌は多剤耐
性化傾向にあるため、β-ラクタム系薬以外の抗菌薬、すなわちアミノ配糖体やフ
ルオロキノロン系薬などにも耐性を示すものが多く、抗菌薬療法において選択
できる薬剤が全くないということもしばしば経験し、臨床現場において深刻な
問題となっている。 
この IMP 型酵素産生遺伝子はプラスミド上にあり(10) (11)、多くは緑膿菌や
アシネトバクターなど病原性の低いといわれているブドウ糖非発酵グラム陰性
桿菌が保有することが知られていた(12)。特に本邦の緑膿菌から検出されるメタ
ロ-β-ラクタマーゼは、ほとんどが IMP-1であった(13)。しかし、1996年に Serratia 
marcescens から IMP-6 が検出されたのを始め(2)、近年では、大腸菌や肺炎桿菌
など健常人にも病原性を発揮する腸内細菌科からも本酵素が検出されることが
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多くなった(2)(12)。さらに、プラスミドが菌種を越えて伝達していくことから
(11)、一度検出されると、急速に伝播拡散する危険性が指摘されて、医療感染対
策上も重要な酵素である。また、本酵素は本邦のみならずヨーロッパやシンガ
ポールなどのグループからも報告がされており世界的に大きな問題となってい
る(14)。 
IMP-6産生菌は、その基質特異性から特徴的な感受性パターンを示す。IMP
型MBL遺伝子は伝達性プラスミドのインテグロン構造により媒介されており、
bla IMP-6 は bla IMP-1 のアミノ酸配列の中の、アミノ酸変異をもたらす１塩基
「A640G」のみの変異でアミノ酸置換がおこり 196番目のセリンがグリシンに
変異したもので、IPM 分解活性がMEPM 分解活性の 7分の 1に低下しているこ
とが報告されている(7)。このため、薬剤感受性試験では IPM の MIC 値が低く、
薬剤感受性検査で感性 S と判定されることが多くみられる。IPM のみをカルバ
ペネム系薬の代表薬として薬剤感受性検査をする施設ではメタロ-β-ラクタマー
ゼ産生菌と認識されない場合があり、気が付かないうちに医療施設内で大きな
アウトブレイクとなる事例が報告されている。このため IMP-6産生菌は、ステ
ルス型耐性菌とも称されている。2011 年の我々の調査では、メタロ-β-ラクタマ
ーゼ産生大腸菌 54株のうち、IMP-6が 49株（90.7%）、IMP-1が 5 株（9.3%）と、
IMP-6産生株が優位であった（15）。また、これら IMP-6産生菌は、基質特異性
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拡張型 β-ラクタマーゼ（extended-spectrum β-lactamase; ESBL）の一種である
CTX-M-2を同時産生することを明らかとし(15)、IMP-6産生菌が分解できなかっ
たモノバクタム系薬の分解が可能となるため、ほぼ全ての β-ラクタム系薬に耐
性を示す株であった。 
このような CPE は、これまで問題視されてきた多剤耐性緑膿菌や多剤耐性
アシネトバクターによる感染症と違い、易感染患者のみならず一般健常人にお
いても感染症原因菌となりうるため、危険な耐性菌とみなされている。また、
腸内細菌科細菌は腸内の常在菌であるため、たとえ CPE であっても下痢や腹痛
などの症状は全く出現しないことも多い。したがって、CPE 保菌者は積極的に
便や尿、痰などの検査を実施しないと保菌の有無を確認するのが困難であり、
無症状のまま感染源となって周囲の患者へ CPE を広げてしまう可能性があり、
院内感染対策が遅れる危険性がある(3)。 
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【研究目的】 
今回の研究において、本邦の臨床検体から分離された CREのうち大腸菌に
着目し、どのような耐性機序であるかを明らかにするとともに、本邦での分離
状況や CREのスクリーニング法、耐性遺伝子の伝播や院内感染への関与につい
て考察することを目的とした。耐性機序解明のために、薬剤感受性試験、産生
酵素の検索と基質特性、プラスミドの伝達頻度、不和合性群、CREの伝播状況
について解析を行った。 
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【対象と方法】 
1) 対象菌株 
2014年 9月から 2015 年 7月までに、株式会社ビー・エム・エルに全国から
検査依頼のあった臨床検体について、Microscan WalkAway（ベックマン・コール
ター）、VITEK-2（シスメックス・ビュオメリュー）にて同定および感受性測定
を実施し、CRE と判定された大腸菌 129 株を使用した。CRE の判定は、感染症
法の 5 類全数把握疾患の届け出基準に基づき、IPM ≧ 2 µg/ml かつ cefmetazole 
(CMZ) ≧ 64 µg/ml、または MEPM ≧ 2 µg/ml とした。なお、同一症例 1菌株の
条件で重複を避けた。なお、大腸菌の同定は、質量分析計を用いた微生物分類
同定分析装置（バイテック MS：シスメックス・ビュオメリュー）にて再確認し
た。 
 
2) 薬剤感受性試験および測定薬剤 
薬剤感受性試験は寒天平板希釈法にて最小発育阻止濃度（minimum inhibitory 
concentration; MIC）の測定を実施した(16)。マイクロバンク（アスカ純薬）にて 
– 80℃で凍結保存しておいた菌株を、5%緬羊脱繊維血液添加 Mueller-Hinton ager
（Becton Dickinson and Company）平板に塗布し、37℃１夜培養後のコロニーを、
菌液調製時の濃度指標となる基準のMcFarland 0.5（108 cfu/mL相当）の濁度に調
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整し 100 倍希釈したものを使用菌液として用いた。その菌液を、希釈した薬剤
を添加した寒天平板に、1 spot あたり 5 μL接種（最終接種菌量 104 cfu/mL）し
37℃18時間大気中で培養した。 
測定薬剤は、piperacillin (PIPC), tazobactam/piperacillin (TAZ/PIP),  cefmetazole 
(CMZ), cefotaxime (CTX), CTX/clavulanic acid (CVA), ceftazidime (CAZ), cefepime 
(CFPM), aztreonam (AZT), IPM, MEPM, levofloxacin (LVFX),  amikacin (AMK)の
12 薬剤について検討した。薬剤耐性の判定基準は Clinical and Laboratory 
Standards Institute（CLSI）に準じた(17)。 
 
3) カルバペネマーゼ産生確認試験 
カルバペネマーゼ産生試験スクリーニング法として新たに提唱された、
Carbapenem Inactivation Method（CIM 法）によるカルバペネマーゼ産生確認試験
を行った(18)。すなわち、ミューラーヒントン寒天培地を用いて被検菌を培養後、
10 µL白金耳でひと掻き分の被検菌を 400 µLの滅菌水に混和し、それに MEPM 
10 µg ディスク（栄研化学株式会社）を入れ 35℃2時間 incubateした。McFarland 
0.5 に調整した ATCC 25922 E. coli をミューラーヒントン寒天培地に塗布し、2
時間 incubate した MEPM ディスクを静置。35℃で 8 時間以上培養したのち、阻
止円が 20 mm 未満の場合をカルバペネマーゼ産生有り、20 mm 以上出来た場合
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をカルバペネマーゼ産生無しと判定した。測定法および判定基準は、2016 年 6
月の CLSIミーティングおいて提案された方法に基づいて実施した。 
 
4) 耐性遺伝子の検出 
ⅰ) カルバペネマーゼ産生遺伝子の検出 
対象の 129株すべてに対し、本邦で検出報告のある IMP 型, VIM 型, OXA-48
型, NDM 型, KPC 型の 5種類のカルバペネマーゼ産生遺伝子について、それぞれ
に特異的なプライマーを用いて PCR 法にて検出した(19) 。プライマーは、遺伝
子毎に亜型も検出できる共通部分で設計されているものを使用した Table1, 
Table2。 
PCR 条件は、initial denaturation 94℃ 10分、35サイクルの denature 94℃ 30
秒、annealingを 52℃ 40 秒、extension を 72℃ 50 秒、および final extension を 72℃ 
5分とした。PCR 産物は、1.0% agarose gel（Top Vision Agarose Tablets, Thermo, 
Japan）電気泳動を行い、Gel DocTM XR+with Image Lab (BIO- RAD, USA) により
バンドの有無を確認した。 
ⅱ) 基質特異性拡張型 β-ラクタマーゼ産生遺伝子の検出 
対象の 129株すべてに対して、ESBLである CTX-M-1 group, CTX-M-2 group, 
CTX-M-9 group, CTX-M-8/25 group, TEM型, SHV型, OXA型ESBL産生遺伝子を、
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特異的なプライマーを用いて PCR 法にて検出した(20)。PCR 条件は、initial 
denaturation 94℃ 10分、30サイクルの denature 94℃ 40秒、annealingを 60℃ 40
秒、extension を 72℃ 60 秒、および final extension を 72℃ 7 分とした。PCR 産
物は、1.0% agarose gel（Top Vision Agarose Tablets, Thermo, Japan）電気泳動を行
い、Gel DocTM XR+with Image Lab (BIO- RAD, USA) によりバンドの有無を確認
した。 
ⅲ) 耐性遺伝子の型別 
カルバペネマーゼ産生遺伝子、ESBL産生遺伝子を保有していた株に関して
は、DNA シークエンスによる型別を行った。それぞれの産生遺伝子について、
シークエンス用プライマーを用いて PCRを行い(21)(22)、得られた PCR産物を、
ABI BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits（Applied Biosystems, 米国）
を）を使用し、ABI3730xl Analyzer（Applied Biosystems）にて塩基配列を決定し
た 。 DNA シ ー ク エ ン シ ン グ 結 果 に 対 し 、 BLAST version 2.2.24 
（http://blast.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html）を用いて耐性遺伝子遺伝子の型別を行った。 
5) 接合伝達試験 
IMP-6以外のカルバペネマーゼ産生遺伝子を保有していた株、または IMP-6
とCTX-M-2の組み合わせ以外の耐性遺伝子を保有していた株については、IMP-6
が存在しているプラスミドのみを伝達させて、IMP-6の基質特異性の確認および
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耐性遺伝子の伝播性を確認するために、sodium azide（AZD）耐性大腸菌 J53 を
受容菌とし、液体培養法による接合伝達実験を行った。すなわち、供与菌およ
び受容菌を 1ml の LB 液体培地にて 4 時間振とう培養し、その後、15ml の遠沈
管に両菌液を 1ml ずつ混合させ、チューブ壁面との接触面積を広くとるために
横にした状態にて 35℃で一晩培養した。培養した菌液を、AZD 100 µg/ml、CPDX 
8 µg/ml を含有した LB寒天培地に接種、培養した。この選択培地に生育したコ
ロニーは、前述の耐性チェック薬剤のうち供与菌が耐性を示す薬剤プレートを
使用し、供与菌変異株を否定できたものを transconjugant とした。得られた菌株
は、さらに 2 回の純培養を繰り返し保存した。また、混合培養に使用した受容
菌である大腸菌 J53 については菌数カウントを行い、transconjugants の菌数から
接合伝達頻度を求めた。すなわち、 
[伝達頻度= transconjugants の菌数（cfu/ml）/ J53 の菌数（cfu/ml）]とした。
得られた transconjugants については、耐性遺伝子およびプラスミドの型別を PCR
法にて実施し、伝達された遺伝子を確認するとともに、寒天平板希釈法により
薬剤感受性を測定した。 
 
6) 形質転換によるプラスミドの導入 
プラスミドとは、細菌や酵母の細胞質内に存在し、細胞分裂によって娘細胞
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へ引き継がれる DNA 分子の総称である。一般的に環状の 2本鎖構造をとり、染
色体の DNAから独立して複製を行う。プラスミドには、薬剤に対する耐性を示
す蛋白質の遺伝子を持つものや、F プラスミドと呼ばれる細菌の接合を起こし、
他の細菌を形質転換させるものなど、さまざまな役割を持つ。 
5）の接合伝達試験でプラスミドが伝達しなかった株について、電気穿孔法
による形質転換を行い、プラスミドそのものの性質を反映した薬剤感受性を解
析した。 
コンピテントセルは大腸菌 HST08（TAKARA, Japan）を使用した。プラスミ
ドは、Genopure Plasmid Midi kit（ロシュ、Japan）を用いて抽出した。コンピテ
ントセル 50 µl (約 108 cfu)と導入するプラスミド抽出溶液 2 µl (10〜100 ng) を加
えたトータル 52 µl の混合溶液を 0.1 cm キュベット（BIO-RAD, USA）にアプラ
イし、5分間氷中でインキュベートした。その後、Micro PulserTM（BIO-RAD, USA）
を使用し、1.8 kVで 1 puls 通電した。Puls 後の菌液をすぐに 1 ml の Super Optimal 
broth with Catabolite repression（SOC 培地）と混合し 1時間振とう培養した。培
養後の菌液を CPDX 8 µg/ml 含有の LB 培地に接種し、生育したコロニーを
transformats として選択した。得られた transformats は、耐性遺伝子およびプラス
ミドの型別を PCR 法により実施し、形質導入された遺伝子を確認するとともに、
寒天平板希釈法により薬剤感受性を測定した。 
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7) プラスミドの不和合性群の決定 
 プラスミドの不和合性の型別を決定することにより、各型の特徴から腸内細
菌科細菌への伝達状況を解析することができる。 
対象株は CTX-M-35を保有する IMP-6産生大腸菌 10株とし、transconjugants
については、Carattoli らの方法によりプラスミドの不和合性群の型別を PCR 法
により実施した(23)。腸内細菌科のプラスミド不和合性群 18 種類に特異的なプ
ライマー（FIA、FIB、FIC、Hl1、Hl2、l1-lamma、L/M、N、P、W、T、A/C、K、
B/O、X、Y、F、FllA）を使用した。PCR 条件は、initial denaturation 94℃ 10分、
30サイクルの denature 94℃ 60秒、annealing を 60℃ 30秒、extension を 72℃ 60
秒、および final extension を 72℃ 5分とした。PCR 産物は、1.0% agarose gel（Top 
Vision Agarose Tablets, Thermo, Japan）電気泳動を行い、Gel DocTM XR+with Image 
Lab(BIO- RAD, USA) によりバンドの有無を確認した。 
 
8) Multi locus sequence typing (MLST)による流行クローンの特定 
大腸菌の 7つの house keeping 遺伝子（adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA, recA）
に対するプライマー（表 1-4）を用いて DNA シークエンシングを行い、得られ
た結果を University College Cork (UCC) の  Environmental Research Institute 
(ERI) による MLST データベース  (http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli) を用いて
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MLST 解析を行った(25)。 
 
9) Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 法による型別 
制限酵素 XbaI（タカラバイオ）による PFGE型別を実施した。電気泳動は CHEF 
Mapper XA system (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA)を用いて施行した。菌株
の異同は、Tenoverの分類(26)にて行った。 
 
10) POT法（PCR-based ORF Typing）による解析 
 POT法を用いて、相同性および multilocus sequence typing (MLST) を判定した。
すなわち、単離培養した大腸菌から DNA を抽出し、DNA 抽出液をテンプレー
ト DNAとしてマルチプレックス PCR で菌種特異的 Open Reading Flame (ORF)、
進化過程で取り残された genomic island、外来遺伝子の遺伝子クラスターである
genomic island、ESBL である CTX-M 遺伝子を検出した。検出された遺伝子の保
有パターンから菌種の推定同定および菌株識別を行った(24)。 
POT値の解釈について下記に示す。 
① PCR PC (uidA gene) が陽性の場合、大腸菌と判定 
② POT1値は、菌株の系統依存的な部位の保有パターンを示すものである。 
POT1値が 49の場合、ST typeは 131である。 
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③ POT2値および POT3 値は、外来遺伝子の genomic island と ESBL遺伝子を検
出するものである。 
POT2 値が 128 以上の場合 CTX-M-2 保有、奇数の場合 CTX-M-1 保有と判定
する。 
POT3値が奇数の場合、CTX-M-9保有と判定する(24)。 
 
解析の流れを Fig2に示す。 
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【結果】 
1) 感受性測定結果 
自動同定装置（Microscan WalkAway, VITEK-2）で CREと判定したのち、PCR
法にて IMP-6 産生が確認された 110 株についての各薬剤の MIC90 は、IPM: 
0.25μg/mL, MEPM: 2 μg/mL, TAZ/PIPC: 8 μg/mL, AMK:16μg/mL と非常に良好な
感受性を示しており、また感性率も 99.1％および 77.3%、94.5％であった。しか
し、PIPC:≧256 μg/mL（感性率 0％）、CAZ:128μg/mL（感性率 0.9％）と全て耐性
であり、また、LVFX: 64μg/mL（感性率 4.5%）と殆どの株が耐性であった（Table 
3）。 
材料別では、泌尿器系が最も多く 60 株（54.5％）、次いで呼吸器系 28 株
（25.5％）、便 10 株（9.1％）、膿 6 株（5.5％）、血液 4 株（3.6％）、IVH カテー
テル 2株（1.8％）であった。検出され地域は、大阪府 68株（25施設）、愛知県
16株（4施設）、高知県 9株（3施設）、三重県 8株（4施設）、兵庫県 6 株（2施
設）、奈良県 2株（2施設）、岡山県 1株（1施設）と全て近畿地方周辺からの検
出であった。 
 
2) カルバペネマーゼ産生確認試験 
カルバペネマーゼ産生試験スクリーニング法として新たに提唱された、CIM
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法によるカルバペネマーゼ産生確認試験では、IMP 型陽性の 116 株は全て CIM
陽性、IMP陰性の 13株全て CIM陰性であり、遺伝子検索結果と 100％一致した。 
 
3) 耐性遺伝子解析結果 
CRE と判定された 129 株を PCR 法によって遺伝子解析を行った結果、116
株 (89.9%) でカルバペネマーゼ遺伝子が認められ、全て IMP 型カルバペネマー
ゼ産生株であった。海外で流行している型の VIM 型、OXA-48 型、NDM 型、
KPC 型は検出されなかった。IMP 型カルバペネマーゼ産生株 116 株をシークエ
ンスにて解析した結果、IMP-6 は 110 株(85.3%)、IMP-1 は 3 株 (2.3%) であり、
IMP-11 が 1 株 (0.8%) であった。今回の調査で IMP 型の新規亜型が 2 株(2.3%)
確 認 さ れ 、 遺 伝 子 塩 基 配 列 を BLAST version 2.2.24 
（http://blast.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html）を用いて検索した結果、データベースに一
致する塩基配列とアミノ酸配列がなかったため、新規 IMP 型の IMP-63 として
登録した (ACCESSION No. LC190726) 。 
IMP-6陽性株は 110 株中 107株が CTX-M 型を同時に産生（97.3%） してい
た。この107株中87株 （79.1%） がCTX-M-2陽性、CTX-M-15陽性は5株（3.9%）、
CTX-M-14陽性は 4株（3.6%）、CTX-M-35 陽性は 13株（10.1%）、CTX-M-55陽
性は 1 株（0.8%）、OXA-1 陽性は 5 株（4.5%）、TEM-1 陽性は 41 株（37.3%）、
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SHV-28は 1株（0.8％）であり、同時に複数の β-lactamaseを産生している株が 9
株（8.2%）みとめられた（Table 4）。カルバペネマーゼ遺伝子が検出されなかっ
たものが 13株みられ、うち 11株が CTX-M 型陽性であったが、2株は全て陰性
であった。 
 
4) CTX-M-35を保有する IMP-6産生大腸菌の解析 
 今まで報告されていなかった IMP-6 産生大腸菌と CTX-M-35 型の同時産生株
が今回の研究で 8株認められた。この 8株の薬剤感受性成績をTable 5に示した。
CTX-M-2を保有する IMP-6産生大腸菌よりCAZのMIC値が高い傾向にあった。
すべての株で、IMP-6 と CTX-M-35が伝達し、伝達頻度は 4.0 × 10-4 〜 8.6 × 10-5
であった（Table 6）。不和合性群はプラスミドの非適合性群を決定するものであ
る。元株と伝達株の不和合性は、どちらも IncN が共通であった。また、8 株の
Multi Locus Sequence Type(MLST)は Strain Type 131(ST131)であった。8株中 5株
は IMP-6保有プラスミドとCTX-M-35保有プラスミドが別々に伝達された（Table 
7）。 
 
5) CTX-M-2, CTX-M-15 を保有する IMP-6産生大腸菌の解析 
CTX-M-2, CTX-M-15 を同時産生する IMP-6 産生大腸菌を 10株認めた。この
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10 株の薬剤感受性成績を Table 8 に示した。前述の CTX-M-35 保有株と同様、
CTX-M-2を保有する IMP-6産生大腸菌よりCAZのMIC値が高い傾向にあった。
10株とも接合伝達によりプラスミドが伝達し、IMP-6と CTX-M-2 は同時に伝達
し、伝達頻度は 3.0 × 10-3 〜 9.9 × 10-6であった (Table 9)。10株の PFGE 型別で
は 9パターンに分類され、相同性は認められなかった。 
 
6) POT法による解析 
IMP-6と同定された 110 株は、近畿地方周辺病院からの分離株であった。そ
こで、同一のクローンが流行しているかを確認する為、POT 法による解析を行
った結果、110株は 41施設から分離された株で 86の POTタイプに型別された。
また、101株(91.8%)が ST131と判定された。 
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【考察】 
  
2008年 1月にCLSIからカルバペネム系薬に感性を示すカルバペネマーゼ産
生腸内細菌の存在についてコメントが掲載(28)され、また、2009年 1月にコメン
トの追加とスクリーニングおよび確認試験の方法について提示(29)された。これ
によると、腸内細菌科のカルバペネム系薬に対するカテゴリーは、MIC が 4 
μg/mL以上を耐性（R）、2 μg/mLを中等度耐性（I）、1 μg/mL以下を感性（S）と
し、以前のカテゴリーより低く設定された。一方、本邦においては、2014 年 9
月 19日に感染症法施行規則（省令）が改正され「カルバペネム耐性腸内細菌科
細菌感染症」が 5 類感染症全数報告症例となり、MEPM≧2 μg/mL、あるいは
IPM≧2 μg/mLかつ CMZ≧64 μg/mLの株を CRE とすることとなった。この CRE
のカテゴリーには賛否両論あるが、今回 129 株中 116 株 (89.9%) と約 9 割の株
でカルバペネマーゼ産生が確認され、大腸菌に限ってであるが、CRE 判定基準
としては妥当であると考えられた。 
今回、CIM 法によるカルバペネマーゼの確認を行ったが、遺伝子検索結果と
100％一致しており、病院検査室でのスクリーニング法として優れていると思わ
れる。今までのスクリーニング方法は、海外流行型の検出法の改良ホッジテス
ト（KPC の検出法）とカルバ NP テストであったが、CIM 法は新しく機器や試
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薬の購入をすることなく、すでに検査室にある試薬および培地で検査すること
が可能であり、また検査法も簡便であることから、臨床検査室でのカルバペネ
マーゼ検出に非常に有用であると考えられる。現在、CIM 変法が開発（変更箇
所は、①接種菌量 1 μ loop、②TSB35℃、4時間培養、③MHAプレートを 1昼夜
培養後に判定、の 3 点）され、CLSIでもスクリーニング法として推奨されてい
る。CIM 変法は、いままでの CIM 法より感度よく CRE が検出できることが期
待されており、CLSI のワーキンググループで結果の評価を行っていく予定であ
る。今後、本邦におけるカルバペネマーゼ産生菌が CIM 変法で効率よく検出こ
とが期待される。 
今回調査したカルバペネマーゼ耐性腸内細菌科細菌（CRE）は、116株が IMP
型であり、そのほとんどは IMP-6 型のカルバペネマーゼ産生腸内細菌科細菌
（CPE）であった。また、IMP 型の新規亜型である IMP-63が 2株、および IMP-11
が 1株分離され、IMP-6以外のカルバペネマーゼが拡散し始めていることが明ら
かとなった。IMP-6は本邦で Yano らによって初めて発見された酵素で、1996年
にSerratia marcescensが伝達性プラスミド上に保有していることが報告されてい
る(2)。POT 法による解析においては、同一病院から検出された株では相同性の
高い株が数株認められたが、110 株は 41 施設からの分離株で 69 の POT タイプ
に型別されることから、同一クローン株の伝播による拡散とは考え難い結果と
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なった。これらの結果から、IMP-6産生遺伝子は、プラスミドによる接合伝達に
よって耐性遺伝子が拡散していると考えられる。 
今回検出した IMP-6保有株 110株のうち 107 株が ESBLである CTX-M型酵
素産生遺伝子も同時に保有していた。本来、カルバペネマーゼを含むメタロ-β-
ラクタマーゼは、モノバクタム系薬の分解能は低く、本酵素産生菌がセファロ
スポリナーゼを産生していない場合、モノバクタム系薬が治療の選択肢として
残されていた。大腸菌は構成型セファロスポリナーゼ産生菌であるが、その産
生量は検出出来ないほど低いため、IMP-6産生大腸菌にはモノバクタム系薬は治
療選択肢となるはずであった。しかし、本菌がモノバクタム系薬をも良好な基
質として加水分解することができる CTX-M 型酵素を同時保有していたため、本
菌による感染症患者に β-ラクタム系薬は使用できないことが示唆される。 
今回の調査で、CTX-M-35を同時に保有する IMP-6産生大腸菌を 8株分離し
た。CTX-M-35は CTX-M-2構造遺伝子のうち 499番目の one point mutation によ
り 167Pro → 167Ser に置換したもので、この置換により基質特異性が拡張し、
CTX-M-2 と比較して CAZ の分解効率が増したものである（30）。今回分離した
8 株も CAZ の MIC が比較的高値で有り、CTX-M-35 保有の影響と考えられる。
また、これまで IMP-6, CTX-M-2 同時産生菌の解析により、IMP-6 遺伝子と 
CTX-M-2 遺伝子は同じ IncN プラスミド上に位置することが報告されている 
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(31)。しかし今回調査した 8株では、IMP-6 と CTX-M-35が別々に伝達し、IMP-6
の Incが不定であった。したがって IMP-6, CTX-M-35同時産生株おいては、IMP-6
と CTX-M-35 は別々のプラスミドが保有していると考えられ、本邦で優位とさ
れている IMP-6, CTX-M-2同時保有 IncNプラスミドの CTX-M-2が CTX-M-35に
変異したものではないことが推測された。 
さらに今回の調査では、IMP-6, CTX-M-2, CTX-M-15同時産生大腸菌も 10株
認められた。現在、海外で最も優位な ESBL は CTX-M-15 産生大腸菌 ST131 
O24H4 で、世界的に大流行している特異的クローンであるが、この特異的クロ
ーンが保有する CTX-M-15が IMP-6産生菌から分離された。接合伝達では IMP-6
と CTX-M-2が同時に伝達されたことから、本邦で優位な IMP-6, CTX-M-2遺伝
子同時保有プラスミドを持つ大腸菌に、CTX-M-15遺伝子保有プラスミドを新た
に保有したことが推測される。CTX-M-15もESBLのなかでは基質特異性が広く、
CAZのMIC が高い傾向にある。前述の CTX-M-35保有株同様、CTX-M-15保有
株もより耐性度の高い耐性菌である。 
このように、今回の研究では,今まで報告されてきた IMP-6と CTX-M-2同時
保有株だけでなく、IMP-6 と CTX-M-35 同時保有株や IMP-6, CTX-M-2 および
CTX-M-15同時保有株など、同時に保有する CTX-M 型に多様性が出てきている
こと、また、IMP 型も今まで報告されてきた IMP-6や IMP-1型だけでなく 
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新規亜型の IMP-63 や IMP-11 のように多様性が出てきていることが明らかとな
った。 
IMP-6保有株のうち、約 90%がキノロン耐性であった。キノロン系薬耐性の
機序として、染色体上にあるキノロン耐性決定領域（ quinolone resistant 
determinating region: QRDR）上にある 4種類の gyrA、gyrB、parC、および parE 遺
伝子の変異によるものと、プラスミド性キノロン系薬耐性（plasmid-mediated 
quinolone resistance: PMQR）遺伝子保有によるものとがある(27,31,32)。PMQR 遺
伝子保有によるキノロン耐性の耐性度は非常に低く、CLSIのカテゴリーで感性
(S)に入ることから、今回の IMP-6保有大腸菌のキノロン耐性は QRDR によるも
のと考えられる。 
今回、POT 法による Multi Locus sequence Type (MLST) 型別を行った結果、
ST131 と判定された株が 110 株中 101 株と 90％以上の株を占めていることが確
認された。ST131 は、2000 年から欧米を始めとして世界的流行株である特定の
クローンで、多剤耐性傾向を示すことも知られており、病原性、接着性が高く、
伝播拡散しやすい株であることが明らかとなっている(33,34,35)。 
今回の研究において用いたカルバペネム耐性腸内細菌科細菌（CRE）は、大
部分が IMP-6型のカルバペネマーゼ産生腸内細菌科細菌（CPE）であった。POT
法では多種に分類されたことから、プラスミドの伝達によりカルバペネマーゼ
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の遺伝子が伝達したことが示唆される。また、IMP-6保有プラスミドが同時保有
する CTX-M 型も多種にわたっている。さらに、IMP-6以外の IMP 新規亜型およ
び IMP-11などが検出されたことから、本邦で分離されるカルバペネマーゼ産生
菌は IMP-6が優位であるにもかかわらず多様化していることが示唆された。 
上記のことより、同時保有する遺伝子がプラスミドにより多菌種に伝播し保
有遺伝子も多種に渡っており、また、病原性および接着性が高く伝播拡散しや
すい ST131 クローンであるため、病院内での感染管理および感染対策を必要と
する耐性菌であるといえる。同時保有する遺伝子が IncNプラスミドにあること
から、健常人が腸内で保菌した場合、腸管内で耐性遺伝子が腸内細菌科を中心
に伝達されることも予想され、無症状のうちに感染源となってしまうことが危
惧される。キノロン系薬は、市中感染症における外来治療で非常に高頻度に使
用される薬剤である。このキノロン系薬の使用により、キノロン耐性である
IMP-6 産生大腸菌が選択され、今後 IMP-6 産生大腸菌の分離頻度が増加してい
くことが容易に予想される。今後さらに、カルバペネム耐性菌の遺伝子型解析
および伝播動向の調査が必要であると考えられる。 
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【まとめ】 
 
2014年 9月から 2015年 7月までに本邦における臨床検体から分離されたカ
ルバペネム耐性大腸菌 129株の解析を行い、以下の結果を得た。 
1. PCR 法にて IMP-6 産生を確認した 110株についての感受性結果は、IMP-6を
産生しているにも関わらず、IPM , MEPM に非常に良好な感受性を示してい
た。また、同時に産生している CTX-M-2の酵素活性が高いため、β-ラクタマ
ーゼ阻害薬を添加した薬剤のTAZ/PIPCに対してはPIPC単剤と比較して感受
性が回復した。AMK に対しては非常に良好な感受性を示していたが、PIPC, 
CAZに対しては全ての株が耐性であり CTX-M型酵素による薬剤分解型であ
った。また、LVFX では殆どの株が染色体上にあるキノロン耐性決定領域
（QRDR）の変異による耐性であると考えられた。これらの結果から、カル
バペネム産生腸内細菌科細菌は、複数の薬剤分解酵素と染色体変異を有して
いることにより広範囲の薬剤に対して耐性を示した。 
２．測定した 129株中 116株が IMP-1 type陽性であった。IMP-1 type陽性の 116
株をシークエンス解析した結果、IMP-6は 110 株、IMP-1は 3株であり、今
回の調査で IMP-1新規亜型である IMP-63が 2株および IMP-11 like 1株が新
たに発見された。 
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３．IMP-6 陽性 110 株中 87 株が CTX-M-2 陽性であり、CTX-M-15 陽性は 5 株、
CTX-M-14 陽性は 4 株、CTX-M-35 陽性は 13 株、CTX-M-55 陽性は 1 株、
OXA-1陽性は 5株、TEM 陽性は 41株、SHV-28は 1株であり、同時に複数
の β-lactamase を産生している株が 9 株であった。また、IMP-6 陽性株は 3
株を除き、CTX-M type を同時産生していた。 
４．POT法による解析を行った結果、110株は 86の POTタイプに分類され、相
同性は低く同一クローン株の伝播は考え難い結果となった。また、101株が
世界流行株で病原性、接着性の高い ST131 であった。 
 
耐性獲得のまとめを Fig3 に示す。 
 
本研究により、全国から収集したカルバペネム耐性大腸菌の分離状況およ
び耐性機序について詳細な解析結果が得られた。カルバペネム耐性大腸菌のほ
とんどが 1MP-6 産生のカルバペネム耐性産生大腸菌で CTX-M 型を同時に保有
しており、プラスミドにより伝播することから、今後も、これらの株の伝播状
況や耐性遺伝子タイプの調査が重要であると考えられる。 
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